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摘要 　对特异核苷酸序列的高选择性检测在生物医学研究和临床检测中日趋重要. 纳米金特殊的
光学性质、电学性质、化学性质、以及良好的生物相容性 ,使之成为检测生物大分子的首选工具. 本
文介绍了几种典型的基因突变检测及单核苷酸多态性 (SNP) 分析系统 :基因芯片、生物传感器和光
学检测系统. 综述了多种颇有新意的检测方法和原理 ,详细阐明了它们的检测机制和研究进展 ,分
析并比较了纳米金不同的作用方式 ,为纳米金在突变检测上的进一步研究提供了一定思路和参考.
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Abstract 　Highly selective detection of specific oligonucleotide sequences is increasingly important in
biomedical research and clinical diagnosis. The excellent optical , electrical , and chemical properties make
gold nanoparticles ( GNPs) unique tools for biomolecule detection. GNPs2based methods for the detection of
gene mutation and single nucleotide polymorphism ( SNP) are more selective , sensitive , and cost2efficient ,
compared to the conventional technologies , which require bulky and expensive instruments or involve time2cost
procedures. This paper presents and demonstrates the principles and mechanisms of several typical GNPs2based
methods for gene mutation and SNP analysis , aiming to provide some ideas and references for further studies.
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　　基因突变是指基因组 DNA 序列中 1 个或多个
位点的碱基发生突变或者缺失、插入等现象 ,单核苷






















主要有纳米颗粒[2 ,3 ] 、碳纳米管[4 ] 、纳米聚合物[5 ] 、磁
性纳米材料[6 ]等. 纳米金颗粒由于具有更为独特的
理化性质 ,已成为生物、医学、化学、物理等学科领域





纳米金是指直径介于 1～100 nm 之间的金颗
粒. 纳米金具有非常独特的物理性质和化学性质 ,主






nm 的金颗粒吸光系数为 217 ×108 mol·L - 1·cm - 1 ,同








有特殊的氧化 - 还原能力 ,能够催化银离子在其表
面被还原而发生沉积 ,形成“银染反应”,促使反应信
号进一步提高 106 倍[9 ] .
纳米金既可与氨基发生非共价的静电吸附 ,也
能与巯基形成很强的 Au - S 共价键而牢固结合.
DNA 序列经巯基修饰后即可与纳米金相互结合. 纳
米金与 DNA 之间也有着微妙的作用. DNA 序列中的
4 种碱基 A、T、C、G与金表面均有不同程度的吸附
作用[10 ] . 值得注意的是 ,单链 DNA 和双链 DNA 与纳
米金的作用效果明显不同 :单链 DNA 能结合到纳米
金表面形成保护层 ,使纳米金在高盐浓度的溶液中
不发生聚集 ,反应体系颜色基本没有变化 ,依然呈现
酒红色. 其作用效果与单链 DNA 长度和纳米金的尺
寸、形状有关 ;而双链 DNA 不能附着在纳米金表面 ,
无法阻止纳米金在高盐溶液中发生聚集 ,导致反应
体系颜色很快由红色变成蓝灰色 ,最大吸收峰相应
发生红移[11 ] . 基于纳米金的突变检测及 SNP 分析技








粒粒径比较均一 ,溶液澄清 ,稳定性好 ,因此目前最
为常用. 一般而言 ,制备粒径在 3～13 nm 之间的纳
米金多选择鞣酸 - 柠檬酸钠来还原氯金酸 ,制备粒
径大于 13 nm 的则选择柠檬酸三钠还原氯金酸. 选
定一种还原方法后 ,在一定范围内 ,还原剂用量越










变的示意图[12 ] ,其检测机制分为以下几个步骤 :第 1
步 ,捕获探针的固定 :将经氨基修饰后的寡核苷酸探
针固定在微阵列上 ,如 Fig11A ;第 2 步 ,与靶 DNA 杂
交 :加入靶 DNA 后 ,通过精确控温 ,只有完全互补的
探针可以与靶 DNA 一端发生杂交 ,“捕获”到靶基
因 ,形成双链结构 ,有突变的探针不能发生杂交 ,靶
DNA 经冲洗即被除去 ,如 Fig11B ;第 3 步 ,杂交信号
放大 :首先将巯基化的寡核苷酸与纳米金结合形成
金探针 ,然后加到反应体系与靶 DNA 另一端进行严
格杂交 ,通过金探针的聚集情况来指示靶 DNA 的杂
交情况. 由于采用“三明治”方式的反应 ,因此检测系
统中发生的所有杂交反应都最终通过纳米金来指
示 ,靶 DNA 在其中起到“桥梁”的作用. 最后在纳米
金表面进行“银染”,使杂交信号进一步放大 ,如
Fig11C. 最终通过紫外 - 可见分光光度计 ,甚至通过
肉眼观察颜色变化即可推断是否有杂交反应发生 ,
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Taton 等[13 ]做了一系列的研究 ,报道了这种新的
Fig. 1 　Schematic diagram of optical detection for gene mutation based on microarray 　　Target DNA and gold nanoparticle probes
are sequentially hybridized to the microarray containing capture probes representing the two possible alleles. After the two hybridization
steps , the array is subjected to stringency washes and a silver development step. The scatter signal from the test sites is imaged subsequently
to obtain results
“目视化”芯片. 与传统的荧光标记法进行对比 ,结果
表明 ,其灵敏度要比荧光标记高 100 倍. 研究还发现 ,
金标记复合体的解链温度 (melting temperature , Tm) 比
荧光标记的高很多 ,后者解链时的半峰宽很大 ,导致
当温度处于 Tm 时 ,有错配的双链与无错配的双链两
者之间的解链程度较为接近 ,纳米金聚集情况无显著
差异 ;而纳米金标记的复合体解链时半峰宽很小 ,两





后 ,所检测的靶基因不需通过 PCR 扩增 ,只需 500 ng
的基因组 DNA ———1 滴血中的含量 ,即可鉴别出靶基
因是否发生突变 ,大大简化了该检测手段的操作步
骤 ,降低了检测成本 ,其检测限为 200 fmolΠL.
2001 年 ,Fritzsche 等[14 ] 提出 ,DNA 杂交可以“牵
引”纳米金颗粒至 2 个微金电极之间 ,银染后能够形
成完整的银层从而接通整个电路系统 ( Fig. 2) . 基于
此理论 ,Mirkin 等[15 ] 将上述检测原理推广到微电极
芯片中进行 SNP 分析. 银染后 ,完全互补的探针致
使微电极间电阻下降到 500 欧 ,而存在单碱基错配
的电极间电阻则超过 2 ×108 欧 ,信号比达 105∶1 ,其
检测限为 500 fmolΠL. 这种方法不需严格控温 ,室温
下即可达到检测目的. 随后 ,Fritzsche 等[16 ] 研制了一
套完整的 DNA 序列微电极芯片检测装置. 此芯片包




Fig. 2 　Schematic diagram of gene mutation detection based on microelectrode array 　　Selective binding occurs between“capture”
oligonucleotide strand located in the gap between two fixed microelectrodes and“target”DNA. Gold nanoparticle probes fill the gap. The




生物传感器中 , 石英晶体微天平 ( quartz crystal
microbalance , QCM)是最重要的 DNA 检测技术手段
之一. QCM 是对质量敏感的检测传导装置 ,主要有
以下几个检测步骤 :首先 ,在石英晶体表面镀一层金
膜作为电极 ;然后将巯基化的单链寡核苷酸探针固
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定在金膜表面作为捕获探针 ;启动 QCM ,待频率稳











靶 DNA 的错配情况. 因为频率改变的数据可以很快
通过晶片读出 ( < 1 s) ,所以本方法能够实时监测反
应体系的 DNA 杂交状况.
沈鹤柏等[17 ]利用 QCM 实时检测 DNA 错配的研
究表明 ,靶基因突变个数和位点分布的不同使其与
探针之间的杂交效率明显不同 :有 1 个碱基突变点
的靶基因杂交效率为 79 % ,有 3 个连续突变点的只
有 20 % ,有 3 个非连续突变点的基本没有杂交信
号. Zhou 等[18 ]利用纳米金和 QCM 来检测靶 DNA ,检
测限为 30 pmolΠL ,其杂交信号比传统检测方法高出
50 倍. Willner 等[19 ] 指出 ,在此基础上通过纳米金的
二级级联信号放大 ,可使灵敏度再提高 30 倍 ,最后
再作银染 ,灵敏度可达到 fmolΠL 级别.
在上述检测机制的基础上 , Yu 等 [20 ] 引进了
DNA 连接酶 ,建立了一种新的压电方法来检测 DNA
点突变. 此方法在进行“三明治”形式的杂交之后 ,加










标记原理如 Fig13 所示 :用生物素标记靶基因 ,用链
酶亲和素标记纳米金颗粒 ,纳米金通过生物素 - 链
酶亲和素与靶基因相连 ,使杂交信号得到一级放大 ;
然后纳米金与生物素标记的 poly A 和 poly T 结合 ,
poly T一端的生物素再次与纳米金结合 ,形成信号
二级放大效应. 信号经一级放大后 ,检测限为 100
fmolΠL ,而经二级放大后达到 10 fmolΠL. 结果表明 ,在
同样的条件下 ,间接标记法的频率变化程度要显著
高于直接标记法.
通过比较粒径分别为 30 nm、60nm 和 120 nm 的
Fig. 3 　The principle of detecting gene mutation with twice amplification based on QCM 　　After one2time amplification of indirect2
labelling hybridization , one layer of streptavidin2nanogold is connected to the surface of the gold electrode. Then biotin2poly A is dropped to
conjugate with streptavidin2nanogold. The second time of hybridization is performed by adding biotin2poly T onto the surface of a gold
electrode. Finally , the second layer of gold nanoparticles is connected with streptavidin2nanogold conjugation
金颗粒 ,Mo 等[22 ] 研究发现 ,3 者中 120 nm 的金颗粒
引起电极振荡频率的改变最大. Jiang 等[23 ] 用 50 nm
的金颗粒所获得的检测信号要明显比 12 nm 所获得





294 中国生物化学与分子生物学报 24 卷
粒比较重 ,因此使频率改变信号得以增强 ,达到了信
号的检出限.
Jiang 等[23 ]研究了利用 QCM 检测时 pH 和盐浓
度对杂交信号的影响. pH 和盐浓度较高时 ,频率改







的是美国西北大学 Mirkin 教授领导的研究小组 ,他
们对纳米金与 DNA 之间的相互作用作了大量的研
究工作 ,为特定 DNA 序列检测的研究和应用开辟了
一个新领域. Mirkin 等[24 ]用两种不同的 ,分别与靶基
因的两端互补的巯基化寡核苷酸与纳米金通过“Au2
S”共价键结合 ,形成两种探针 ,此时纳米金处于单分
散状态 ,颜色呈红色. 在与靶 DNA 序列杂交后 ,形成
了以 DNA 杂交体为纽带的多个纳米金粒子构成的
三维网状结构 ,光学性质发生改变 ,导致体系颜色由
红变蓝. 由于突变靶基因的 Tm 下降 ,且具有陡直的
熔解曲线 ,与完全互补的靶基因区别非常明显 ,可达
到 10 fmolΠL 的检测限. 进一步的研究表明 ,加热或
冷冻反应体系能加速杂交进程 ,其颜色变化更加迅
速. 将反应液滴加到反相薄层硅板上 ,杂交后颜色的
反差更加明显 ,5 min 内通过目视即可辨别出靶DNA
中的错配情况 ,即所谓的“斑点识别法”[25 ] .
利用 DNA 连接酶 ,Shen 等[26 ] 建立了新的比色
法来检测点突变. 如 Fig. 4 所示 ,只有探针与靶基因
杂交后完全互补 ,连接酶才起作用 ,“弥补缺口”成为
完整的双链. 此双链在高温时 (75 ℃) 仍不发生解
链 ,使纳米金继续保持网络结构 ;而有错配者则发生
解链 ,纳米金处于分散状态. 加入盐后通过颜色变化
或紫外 - 可见分光光度计均可看到两者的区别 ,检
测限为 74 pmolΠL.
纳米金溶液的颜色变蓝主要是由于形成了三维








Fig. 4 　Scheme of gene mutation detection based on DNA
ligase 　　The gold nanoparticles are chemically modified with
primer. These primers flank a single2base mutation on the target
template. High2fidelity DNA ligase covalently joins the two
adjacent primers when perfectly matched to the template ,
resulting in a purple color after annealing at 75 ℃. Conversely ,
for the unligated primers , a red color of separated gold
nanoparticles is observed
色皿底部杂交 ,空间上形成二维的聚集 ,然后开始升
温 ,同时监测 A527的读数变化. 由于有突变的靶基因
Tm 较低 ,首先发生解链 ,金探针很快就游离扩散开
来 ,导致 A527值在短时间内发生陡然增加.
纳米金通过 DNA 交联的方式能够发生聚集 ,研
究表明 ,通过非交联的方式 ,纳米金也可以发生聚
集 ,而且速度要比交联方式快很多. Brook 等[28 ] 设计
了一种特殊的能“变形”的 DNA 探针 (aptamer) ,在
特定的盐浓度下 ,aptamer 先与金探针杂交 ,此时金
探针能稳定地分散在溶液中. 但在加入靶基因后 ,
aptamer 立即改变结构 ,从纳米金表面脱离 ,而与靶
基因发生特异性结合 ,金探针很快发生聚集 ,导致体
系颜色从红色变为紫色.
Rothberg 等[11 ]利用了双链 DNA 解链的动力学 :
室温下 ,突变型靶 DNA 会在短时间内解链出较多的
单链 DNA ,而野生型则比较稳定. 因此 ,先让靶 DNA
在室温解链 ,2 min 后再加入盐离子、缓冲液及纳米
金 ,即能观察到野生型靶 DNA 杂交体系呈蓝紫色 ,
突变型呈红色. 这一点主要是由于单链 DNA 和双链
DNA 对纳米金表面的不同作用效果所致. 实验还发
现 ,超声可以显著加快突变型靶 DNA 的解链速度.
该法能在 5 min 内检测到最低 100 fmol 的靶DNA. 进
一步研究[29 ]证实 ,单链DNA 与纳米金的结合速率受
序列长度和环境温度两种因素影响. 此方法中的探
针不需作巯基修饰 ,PCR 产物也无需纯化 ,因此简化
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了检测步骤 ,并大大降低了检测成本.
同样不需要对纳米金进行修饰 , 周等[30 ]提出了
一种新的点突变检测方法. 用突变型引物对靶序列
进行等位特异性扩增. 突变型样品扩增产物中大部
分是双链 DNA ,而野生型由于不能顺利扩增 ,产物









高的散射光系数. 一个 60 nm 的金粒子 ,其散射效率
相当于 3 ×105 个荧光素分子. 超瑞利散射技术
( Hyper2Rayleigh scattering , HRS) 比其他光学技术敏
感度要高出 1～2 个数量级 ,在纳米金溶液中 HRS
信号强度可提高 105 倍 ,能够用来对寡核苷酸链的
单碱基错配进行超敏感检测 ,而不用对 DNA 作任何
修饰. Ray 等[31 ]报道了这一方法 ,结果表明 ,完全互
补的靶序列导致纳米金聚集使 HRS 信号显著增强 ,
而有碱基错配的 HRS 信号基本没有改变. 如果进一
步优化该系统 ,通过改变纳米金的形状和粒径来增











的密切协作 ,各种技术将取长补短 ,相互结合. 纳米
金用于基因突变的检测具有很大的潜力. 有理由相
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